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Die Erfindung betrifft das Pregnancy-associated Plasma-Pro- 
15 tein-E (PAPP-E) . 

Eine Aufstellung der xn der f oigenden~ Schilderung ~des~ 'Standes- 
der Technik in Bezug genommenen Literaturstellen mit genau- 
eren bibliographischen Angaben f indet sich am . Ende dieser 
20 Beschreibung. 

Mit immunologischen Methoden wurden im humanen maternalen Se- 
rum der letzten Schwangerschaf tswochen vier Plasmaproteine 
nachgewiesen und Pregnancy-associated Plasma Proteins (PAPP- 
25 A, -B, -C und -D) genannt [Gall 1972, Lin 1974]. Wahrend es 

sich bei PAPP-C und -D urn das schwangerschaf tsspezif ische (3i~ 

Glykoprotein beziehungsweise das plazentale Laktogen handelte 
[Lin 1974, Bohn 1971], waren PAPP-A^ und -B neue Proteine. Im 
Gegensatz zu PAPP-B, das als ein 1300 kDa groftes Oktamer aus 
30 vermutlich identischen, 74 kDa schweren Untereinheiten.be- 
schrieben wurde [Bossi 1993], ist PAPP-A ein Monomer und 
bildet einen etwa 800 kDa schweren disulf idverbriickten 2:2- 
Komplex mit der stark glykosylierten Proform des Eosinophil 
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Major Basic Proteins (proMBP) [Oxvig 1993]. Dieser. Komplex 
ist 4-6 Wochen nach der Konzeption im maternalen Serum nach- 
weisbar und erreicht gegen Ende der Schwangerschaf t Konzen- 
trationen von etwa 50 mg/1 [Folkersen 1981, Westergaard 
5 1983] . Die Hauptquelle des PAPP-A/proMBP-Komplexes, der im 
Fetus nicht vorkommt, scheint das trophoblastische Gewebe der 
Plazervta zu sein [Bonno 1994] . Nach der Geburt verschwindet 
der Komplex aus der Zirkulation mit einer Halbwertszeit von 
drei bis vier Tagen [Lin 197 6] . Der PAPP-A/proMBP-Komplex ist 

10 auch bei nicht schwangeren Frauen nachweisbar, und zwar in 
niedrigen Konzentrationen in den Granulosazellen, der Fol- 
likelf lussigkeit der Ovarien, in der Oviduktmucosa, der Zer- 
vixmucos'a ~ und dem Endometrium "[Sihdsicfi T9"84" / Sjoberg ~1984 
und 1986]. Ebenso sind niedrige Konzentrationen beim Mann ge- 

15 messen worden, namlich in Testis und Seminalplasma [Klopper 
1985] . 

In den letzten Jahren wurde durch zahlreiche Studien dokumen- 
tiert, dafi PAPP-A als diagnostischer Marker fur fetale Triso- 

20 mie 21 (Down-Syndrom) im maternalen Serum des ersten Trimes- 
ters der Schwangerschaf t genutzt werden kann. Im Vergleich zu 
normal verlaufenden Schwangerschaf ten ist die PAPP-A/proMBP- 
Konzentration, gemessen zwische.n der sechsten und vierzehnten 
Schwangerschaftswoche, urn 50 bis 77 Prozent reduziert [Pandya 

25 1995]. Je' nach Kombination mit weiteren Markern, insbesondere 

m * m 

der freien p-Untereinheit des humanen Choriongonadotropin 
(PhCG) r der Ultraschallmessung der fetalen Nackentransparenz 
und dem Alter der Schwangeren, konnen 7 6 bis 8 7% der Schwang- 
erschaften mit Trisomie 21 im ersten Trimester nicht-invasiv 
30 erkannt werden [u.a. De Graaf 1999] . Entsprechendes gilt fur 
die Trisomien 13, 18 und 22 [Bersinger 1994, Wheeler 1996, 
Biagotti 1998] . 
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1993 und 1994 erfolgten die Lokalisierurig des PAPP-A Genes 
auf Chromosom 9 und die Klonierung der vollstandigen cDNA- 
Sequenz [Silahtaroglu 1993, Kristensen 1994]. Das 1547 
. Aminosauren grofte PAPP-A ensteht aus einem grdfteren Propeptid 
5 und umfaftt 82 Cysteinreste, die alle verbruckt . sind, sowie 14 
potentielle N-Glykosylierungsstellen und 7 mogliche Stellen 
fur Glykosaminoglykan-Gruppen [Kristensen 1994] • Obwohl PAPP- 
A insgesamt keine Homologie zu anderen Proteinen besitzt, ex- 
istieren C-terminal fiinf jeweils ungefahr 60 Reste umfassende 

10 Motive, die ahnlich in Komplement regulierenden Proteinen und 
Selektinen vorkommen [Kristensen 1987 und 1994, Reid 1989], 
Daruber hinaus beinhaltet die PAPP-A Sequenz drei etwa 30 
~Reste~ "larige" Motive, die mit den ~Lin-nbtch~ Motiveh in hbmeo- 
tischen Proteinen der friihen Gewebsdif f erenzierung bei C. 

15 elegans r D. Melanogaster und X. laevis verwandt sind [Kris- 
tensen 1994] . 

Zudem verfugt PAPP-A uber ein potentielles Zinkbindungsmotiv 
mit potentiellem Met-Turn, wie es in den Astacinen, Ser- 

20 ralysinen, Adamalysinen einschlieftlich einiger ADAMs und Ma- 
trixmetalloproteinasen vorkommt [Stocker 1995, Bode 1996] . 
Vor kurzem wurde gezeigt, daft proteolytische Aktivitat ge- 
geniiber dem Insulin-like Growth Factor Binding Protein-4 
(IGFBP-4) besteht [Lawrence 1999], Hierdurch wurde regulato- 

25 risch in die sogenannte "IGF-Achse" eingegriffen werden. Sie 
umfafit die beiden Insulin-like Growth Factors (IGF-I und - 
II) , die Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBP-1 
bis -6) , IGFBP-spaltende Proteinasen und die IGF-Rezeptoren 
(vorallem IGF-IR) [Bayes-Genis 1999] . 

30 

Urn fur ihre biologische Signalwirkung zur VerfUgung zu ste- 
hen, mussen die IGFs aus den Komplexen mit ihren Bindungspro- 
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teinen freigesetzt werden. Dieses kann durch die Serinpro- 
teinasen Plasmin und Thrombin [Angelloz-Nicoud 1996, Zheng 
1998], die Matrixmetalloproteinasen MMP-1, -2 und -3 (Kolla-. 
genase 1, Gelatinase A und Stromelysin 1) [Fowlkes 1994], 
5 sowie durch PAPP-A geschehen [Lawrence 1999], indem diese die 
Bindungsproteine spalten. Anschlieftend konnen die freien IGFs 
an ihre Rezeptoren binden, insbesondere den IGF-IR, der als 
Rezeptor-Tyrosinkinase verschiedene intrazellulare Signalwege 
initiiert. Diese fiihren schliefilich zu den pleiotropen Effek- 
10 ten der IGF-Achse wie Proliferation, Dif f erenzierung und dem 
Schutz vor Apoptose [Butt 1999] , aber auch zu pathobiochemis- 
chen Prozessen beispielsweise bei Herzerkrankungen oder Krebs 
["Ren T999", Yu "19-99]"." 

15 Die Erfindung betrifft nun eine cDNA-Sequenz, die das humane 
Pregnancy-associated Plasma-Protein-E (PAPP-E) kodiert. 

Die erf indungsgemaiie DNA-Sequenz umfaftt eine DNA-Sequenz, die 
ausgewahlt ist unter 
20 . 

(a) der folgenden DNA-Sequenz: 

tccgagggcgcccgggcaggtgttctgccaactctgagctgggctggacacgcaagaaatcc 
ttggttgagagggaacacctgaatcaggtgctgttggaaggagaacgttgttggctgggggc 

25 caaggttcgaagacccagagcttctccacagcatcacctctttggagtctaccccagcaggg 
ctgggaactacctaaggccctaccccgtgggggagcaagaaatccatcatacaggacgcagc 
r aaaccagacactgaaggaaatgctgtgagccttgttcccccagacctgactgaaaatccagc 
aggactgaggggtgcagttgaagagccggctgccccatgggtaggggatagtcctattgggc 
aatctgagctgctgggagatgatgacgcttatctcggcaatcaaagatccaaggagtctcta 

30 ggtgaggccgggattcagaaaggctcagccatggctgccactactaccaccgccattttcac 
aaccctgaacgaacccaaaccagagacccaaaggaggggctgggccaagtccaggcagcgtc 
gccaagtgtggaagaggcgggcggaagatgggcagggagactccggtatctcttcacatttc 
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caaccttggcccaagcattcccttaaacacagggtcaaaaagagtccaccggaggaaagcaa 

ccaaaatggtggagagggctcctaccgagaagcagagacctttaactcccaagtaggactgc 

ccatcttatacttctctgggaggcgggagcggctgctgctgcgtccagaagtgctggctgag 

attccccgggaggcgttcacagtggaagcctgggttaaaccggagggaggacagaacaaccc 

agccatcatcgcaggtgtgtttgataactgctcccacactgtcagtgacaaaggctgggccc 

tggggatccgctcagggaaggacaagggaaagcgggatgctcgcttcttcttctccctctgc 

accgaccgcgtgaagaaagccaccatcttgattagccacagtcgctaccaaccaggcacatg 

gacccatgtggcagccacttacgatggacggcacatggccctgtatgtggatggcactcagg 

tggctagcagtctagaccagtctggtcccctgaacagccccttcatggcatcttgccgctct 

ttgctcctggggggagacagctctgaggatgggcactatttccgtggacacctgggcacact 

ggttttctggtcgaccgccctgccacaaagccattttcagcacagttctcagcattcaagtg 

aggaggaggaagcgactgacttggtcctgacagcgagctttgagcctgtgaacacagagtgg 

gttccctttagagatgagaagtacccacgacttgaggttctccagggctttgagccagagcc 

tgagattctgtcgcctttgcagcccccactctgtgggcaaacagtctgtgacaatgtggaat 

tgatctcccagtacaatggatactggccccttcggggagagaaggtgatacgctaccaggtg 

gtgaacatctgtgatgatgagggcctaaaccccattgtgagtgaggagcagattcgtctgca 

gcacgaggcactgaatgaggccttcagccgctacaacatcagctggcagctgagcgtccacc 

ag'gtccacaattccaccctgcgacaccgggttgtgcttgtgaactgtgagcccagcaagatt 

ggcaatgaccattgtgaccccgagtgtgagcacccactcacaggctatgatgggggtgactg 

ccgcctgcagggccgctgctactcctggaaccgcagggatgggctctgtcacgtggagtgta 

acaacatgctgaacgactttgacgacggagactgctgcgacccccaggtggctgatgtgcgc 

aagacctgctttgaccctgactcacccaagagggcatacatgagtgtgaaggagctgaagga 

ggccctgcagctgaacagtactcacttcctcaacatctactttgccagctcagtgcgggaag 

accttgcaggtgctgccacctggccttgggacaaggacgctgtcactcacctgggtggcatt 

gtcctcagcccagcatattatgggatgcctggccacaccgacaccatgatccatgaagtggg 

aGatgttctgggactctaccatgtctttaaaggagtcagtgaaagagaatcctgcaatgacc 

cctgcaaggagacagtgccatccatggaaacgggagacctctgtgccgacaccgcccccact 

cccaagagtgagctgtgccgggaaccagagcccactagtgacacctgtggcttcactcgctt 

cccaggggctccgttcaccaactacatgagctacacggatgataactgcactgacaacttca 

ctcctaaccaagtggcccgaatgcattgctatttggacctagtctatcagcagtggactgaa 

agcagaaagcccacccccacccccattccacctatggtGatcggacagaccaacaagtccct 

cactatccactggctgcctcctattagtggagttgtatatgacagggcctcaggcagcttgt 
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gtggcgcttgcactgaagatgggacctttcgtcagtatgtgcacacagcttcctcccggcgg 
gtgtgtgactcctcaggttattggaccccagaggaggctgtggggcctcctgatgtggatca 
gccctgcgagccaagcttacaggcctggagccctgaggtccacctgtaccacatgaacatga 
cggtcccctgccccacagaaggctgtagcttggagGtgctcttccaacacccggtccaagcc 
5 gacaccctcaccctgtgggtcacttccttcttcatggagtcctcgcaggtcctctttgacac 
agagatcttgctggaaaacaaggagtcagtgcacctgggccccttagacactttctgtgaca 
tcccactcaccatcaaactgcacgtggatgggaaggtgtcgggggtgaaagtctacaccttt 
gatgagaggatagagattgatgcagcactcctgacttctcagccccacagtcccttgtgctc 
tggctgcaggcctgtgaggtaccaggttctccgcgatcccccatttgccagtggtttgcccg 

10 tggtggtgacacattctcacaggaagttcacggacgtggaggtcacacctggacagatgtat 
cagtaccaagttctagctgaagctggaggagaactgggagaagcttcgcctcctctgaacca 
cattcatggagctccttattgtggagatgggaaggtgtcagagagactgggagaagagtgtg 
atgatggagaccttgtgagcggagatggctgctccaaggtgtgtgagctggaggaaggtttc 
aactgtgtaggagagccaagcctttgctacatgtatgagggagatggcatatgtgaaccttt 

15 tgagagaaaaaccagcattgtagactgtggcatctacactcccaaaggatacttggatcaat 
gggctacccgggcttactcctctcatgaagacaagaagaagtgtcctgtttccttggtaact 
ggagaacctcattccctaatttgcacatcataccatccagatttacccaaccaccgtcccct 
aactggctggtttccctgtgttgccagtgaaaatgaaactcaggatgacaggagtgaacagc 
cagaaggtagcctgaagaaagaggatgaggtttggctcaaagtgtgtttcaatagaccagga 

20 gaggccagagcaatttttatttttttgacaactgatggcctagttcccggagagcatcagca 
gccgacagtgactctctacctgaccgatgtccgtggaagcaaccactctcttggaacctatg 
gactgtcatgccagcataatccactgattatcaatgtgacGcatcaccagaatgtccttttc 
caccataccacctcagtgctgccgaatttctcatccccacgggtcggcatctcagctgtggc 
tctaaggacatcctcccgcattggtctttcggctcccagtaactgcatctcagaggacgagg 

25 ggcagaatcatcagggacagagctgtatccatcggccctgtgggaagcaggacagctgtccg 
tcattgctgcttgatca.tgctgatgtggtgaactgtacctctataggcccaggtctcatgaa 
. gtgtgctatcacttgtcaaaggggatttgcccttcaggccagcagtgggcagtacatcaggc 
ccatgcagaaggaaattctgctcacatgttcttctgggcactgggaccagaatgtgagctgc 
cttcccgtggactgcggtgttcccgacccgtctttggtgaactatgcaaacttctcctgctc 

30 agagggaaccaaatttctgaaacgctgctcaatctcttgtgtcccaccagccaagctgcaag 
gactgagcccatggctgacatgtcttgaagatggtctctggtctctccctgaagtctactgc 
aagttggagtgtgatgctccccctattattctgaatgccaacttgctcctgcctcactgcct 
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ccaggacaaccacgacgtgggcaccatctgcaaatatgaatgcaaaccagggtactatgtgg 
cagaaagtgcagagggtaaagtcaggaacaagctcctgaagatacaatgcctggaaggtgga 
atctgggagcaaggcagctgcattcctgtggtgtgtgagccaccccctcctgtgtttgaagg 
catgtatgaatgtaccaatggcttcagcctggacagccagtgtgtgctcaactgtaaccagg 
aacgtgaaaagcttcccatcctctgcactaaagagggcctgtggacccaggagtttaagttg 
tgtgagaatctgcaaggagaatgcccaccacccccctcagagctgaattctgtggagtacaa 
atgtgaacaaggatatgggattggtgcagtgtgttccccattgtgtgtaatcccccccagtg 
accccgtgatgctacctgagaatatcactgctgacactctggagcactggatggaacctgtc 
aaagtccagagcattgtgtgcactggccggcgtcaatggcacccagaccccgtcttagtcca 
ctgcatccagtcatgtgagcccttccaagcaaatggttggtgtgacactatcaacaaccgag 
cctactgccactatgacgggggagactgctgctcttccacactctcctccaagaaggtcatt 
ccatttgctgctgactgtgacctggatgagtgcacctgccgggaccccaaggcagaagaaaa 
tcagtaactgtgggaacaagcccctccctccactgcctcagaggcagtaagaaagagaggcc 
gacccaggaggaaacaaagggtgaatgaagaagaacaatcatgaaatggaagaaggaggaag 
agcatgaaggatcttataagaaatgcaagaggatattgataggtgtgaactagttcatcaag 
tagcccaagtaggagagaatcataggcaaaagtttctttaaagtggcagttgattaacatgg 
aaggggaaatatgatagatatataaggaccctccacctgcccgggcggccgctc 

Oder derem komplementaren Strang , 

(b) DNA-Sequenzen, die unter stringenten Bedingungen an Pro- 
teine kodierende Bereiche einer DNA-Sequenz nach (a) oder an 
Fragmente einer derartigen DNA-Sequenz hybridisieren, 

(c) DNA-Sequenzen, die aufgrund einer Degeneration des ge- 
netischen Codes an DNA-Sequenzen nach (a) oder (b) hy- 
bridisieren, - 

(d) allelen Variationen und Mutationen, die sich durch Sub- 
stitution, Insertion oder Deletion von einzelnen oder mehre- 
ren Nucleotiden oder Inversion von einzelnen oder mehreren 
Nucleotidteilsequenzen der DNA-Sequenzen nach (a), bis (c) er- 
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geben, wobei die Variationen und Mutanten isof unktionelle Ex- 
pressionsprodukte kodieren. . ■ • 

Die Erfindung betrifft ferner eine Aminosauresequenz, die 
eine Aminosauresequenz umfafit, welche ausgewahlt ist unter 

(a) der folgenden Aminosauresequenz: 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



-82 MAATTTTAI FTTLNEPKPETQR -61 

-60 RGWAKSRQRRQVWKRRAEDGQGDSGISSHFQPWPKHSLKHRVKKSPPEESNQNGGEGSYR -1 

1 EAETFNSQVGLPILYFSGRRERLLLRPEVLAEIPREAFTVEAWVKPEGGQNNPAIIAGVF 60 

61 DNCSHTVSDKGWALGIRSGKDKGKRDARFFFSLCTDRVKKATILISHSRYQPGTWTHVAA 120 

121 TYDGRHMALYVDGTQVASSLDQSGPLNSPFb4ASCRSLLLGGDSSEDGHYFRGHLGTLVFW 180 

181 STALPQSHFQHSSQHSSEEEEATDLVLTASFEPVNTEWVPFRDEKYPRLEVLQGFEPEPE 240 

241 ILSPLQPPLCGQTVCDNVELISQYNGYWPLRGEKVIRYQWNICDDEGLNPIVSEEQIRL _ 3_00 

" -301" QHEALNEA^SRYNrsWQLSVHQVHNSTLRHRWLWCEPSKIGNDHCDPECEHPLTGYDG 360 

361 GDCRLQGRCYSWNRRDGLCHVECNNMLNDFDDGDCCDPQVADVRKTCFDPDSPKRAYMSV 420 

421 KELKEALQLNSTHFLNIYFASSVREDLAGAATWPWDKDAVTHLGGIVLSPAYYGMPGHTD 4 8 6 

481 TMIHEVGHVLGLYHVFKGVSERESCNDPCKETVPSMETGDLCADTAPTPKSELCREPEPT 54 0 

541 SDTCGFTRFPGAPFTNYMSYTDDNCTDNFTPNQVARMHCYLDLVYQQWTESRKPTPTPIP 600 

601 PMVIGQTNKSLTIHWLPPISGWYDRASGSLCGACTEDGTFRQYVHTASSRRVCDSSGYW 660 

661 TPEEAVGPPDVDQPCEPSLQAWSPEVHLYHMNMTVPCPTEGCSLELLFQHPVQADTLTLW 720 

721 VTSFFMESSQVLFDTEILLENKESVHLGPLDTFCDIPLTIKLHVDGKVSGVKVYTFDERI 780 

781 EIDAALLTSQPHSPLCSGCRPVRYQVLRDPPFASGLPVVVTHSHRKFTDVEVTPGQMYQY 840 

841 QVLAEAGGELGEASPPLNHIHGAPYCGDGKVSERLGEECDDGDLVSGDGCSKVCELEEGF 900 

901 NCVGEPSLCYMYEGDGICEPFERKTSIVDCGIYTPKGYLDQWATRAYSSHEDKKKCPVSL 960 

961 VTGEPHSLICTSYHPDLPNHRPLTGWFPCVASENETQDDRSEQPEGSLKKEDEVWLKVCF 1020 

1021 NRPGEARAI FI FLTTDGLVPGEHQQPTVTLYLT DVRGSNHSLGT YGLSCQHNPL I INVTH 1080 

1081 HQN VLFHHTT S VLPN FS S PRVGI S AVALRTS SRI GLSAPSNCI SEDEGQNHQGQSC IHRP 114 0 

1141 CGKQDSCPSLLLDHADVVNCTSIGPGLMKCAITCQRGFALQASSGQYIRPMQKEILLTCS . 1200 

1201 SGHWDQNVSCLPVDCGVPDPSLVNYANFSCSEGTKFLKRCSISCVPPAKLQGLSPWLTCL 1260 

1261 EDGLWSLPEVYCKLECDAPPIILNANLLLPHCLQDNHDVGTICKYECKPGYYVAESAEGK 1320 

1321 VRNKLLKIQCLEGGIWEQGSCIPWCEPPPPVFEGMYECTNGFSLDSQCVXNCNQEREKL 1380 

1381 PILCTKEGLWTQEFKLCENLQGECPPPPSELNSVEYKCEQGYGIGAVCSPLCVIPPSDPV 14 40 

14 41 MLPENITADTLEHWMEPVKVQSIVCTGRRQWHPDPVLVHCIQSCEPFQANGWCDTINNRA 1500 

1501 YCHYDGGDCCSSTLSSKKVIPFAADCDLDECTCRDPKAEENQ 



40 



(b) einer Aminosauresequenz r bei der es sich urn eine allele 
isof unktionelle Variante der in (a) definierten Aminosaurese- 
quenz handelt, 



(c) einer Mutante der in (a) oder .(b) definierten 
Aminosauresequenz, bei der ein oder mehrere Aminosaurerest (e) 
deletiert und/oder ersetzt. und/oder insertiert und/oder eine 
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oder mehrere Aminosaureteilsequenz (en) invertiert ist/sincl 
und welehe isof unktionell ist, 

(d) einer Aminosauresequenz, an deren . C-Terminus und/oder N- 
5 Terminus eine Aminosauresequenz fusioniert ist, wobei das 
sich ergebende Fusionsprotein isof unktionell ist und/oder die 
zusatzlichen C-terminalen oder N-terminalen Aminosauresequen- 
zen leicht abgespalten werden konnen. 

10 Ferner umf afit die Erf indung polyklonale oder monoklonale An- 
tikorper gegen die obigen Aminosauresequenzen spwie die Ver- 
wendung der obigen DNA- und/oder Aminosauresequenzen und/oder 
der obigen ^Antikorper in einem Assay zur humangenetischen Di- 
agnostik, insbesondere zur Bestimmung von Trisomie 13, 18, 21 

15 oder 22, sowie die Verwendung der obigen DNA- und/oder 
Aminosauresequenzen zum Auffinden von Antagonisten gegen 
PAPP-E. 

Weitere vorteilhafte und/oder bevorzugte Ausf uhrungsf ormen 
20 der Erf indung sind Gegenstand der Unteranspriiche . 

Im folgenden wird die Erf indung ohne Beschrankung anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen und unter Bezugnahme auf die Abbildun- 
gen detaillierter beschrieben. 

25 

Durch Genbankrecherche mit den BLAST-Programmen am NCBI 
[Altschul, 19 97] wurde nac.h neuen cDNAs fur Proteirie mit 
Zinkbindungsmotiv gesucht. Dabei wurde ein zirka 300 bp 
groftes Expressed Sequence Tag (EST) gefunden (gi 2020543). 
30 Dieses kodiert ein Proteinf ragment mit dem vollstandig kon- 
servierten Zinkbindungsmotiv der Metzinkine [Bode 1996] und 
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besitzt. hohe Homologie zu dem Pregnancy-associated Plasma 
Protein- A (PAPP-A) . 

Die Klonierung dieses cDNA Fragmentes erfolgte durch RT-PCR 
[Sambrook, 1989] . Hierzu wurde RNA aus Plazentagewebe iso- 
liert (RNeasy Total RNA System, Qiagen) , revers transkribiert 
(Superscript II RNase H" Reverse Transcriptase, Life Tech- 
nologies) , mit den Primern 

5' -tgaaggagctgaaggaggccctgc-3' und 
5' -cggtgtcggcacagaggtctcccg-3' 
amplifiziert (Taq DNA Polymerase, Roche) und mittels TA- 
Cloning kloniert (TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen) . An- 
schlieftende 5'- und 3' -RACE-Experimente mit diesen genspezi- 
f ischen Primern, Marathon-Ready-Placerlta-cDNA (Clontech) , dem 
Advantage-2-Polymerase-Mix (Clontech) und dem TOPO-XL-PCR 
Cloning-Kit (Invitrogen) fuhrte zur Klonierung der voll- 
standigen cDNA einschlieftlich f lankierendem 5'- und 3'- 
Bereich [Abb. 1] . Die abgeleitete, 1542 Aminosauren umfas- 
sende Sequenz des reifen Proteins wurde "PAPP-E" genannt, da 
sie im Vergleich . zu PAPP-A eine 62 prozentige Homologie mit 
4 4 Prozent identischen Aminosauren, eine konservierte Anord- 
nung der rund 8 0 Cysteinreste und eine konservierte Domanen- 
struktur besitzt [Abb. 2, Abb. 3] . Ferner wurde das PAPP-E- 
Gen durch Radiation-Hybrid-Mapping [Cox 1990] mit dem Gene- 
Bridge4-Panel (Research Genetics) und den Primern 

5' -agcccagcatattatgggatgcctggcc-3' und 

5' -ggtgtcggcacagaggtctcccgtttcc-3' 
auf Chrompsom 1 im Bereich der Bande q23-25 lokalisiert [Abb. 
5] . 

Durch RNA-Array-Hybridisierung konnte gezeigt werdeh, daft 
PAPP-E sehr spezifisch in plazentalem Gewebe exprimiert wird 
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[Abb. 4], Dieser Nachweis erfolgte diirch Biotinylierung des 
klonierten PAPP-E-cDNA-Framentes (North2South Biotin Random 
Prime ' Kit, Pierce) , Hybridisierung des MTE-Array-2 (Pierce) 
und Detektion mit dem North2South-Cheiniluminescent-Hybridiza- 
5s tion-and-Detection-Kit (Pierce), CL-XPqsure-X-ray Film (Pier- 
ce) und Eukobrom-Entwickler und Superf ix-Fixierlosung (Tete- 
nal) . 

Zusammengef aftt offenbart bzw. umfafrt die Erfindung somit das 
10 humane Pregnancy-associated Plasma-Protein-E (PAPP-E) , die 
zugehorige cDNA, DNA und RNA, sowie die chromosomale Lokali- 
sierung auf dem Chromosom lq23-25, die Darstellung des Pro- 
teins und abgeleiteter Peptide aus Zellkulturen durch Anwen- 
dung von Rekombinationstechniken sowie die Isolierung aus hu- 
15 manen Seren, den Einsatz der DNA und des Proteins sowie je- 
weiliger Fragmente sowie von Peptid- und Nucleinsaure-Anta- 
gonisten zu therapeutischen Zwecken, diagnostische Assays zum 
Nachweis des Proteins und der DNA, sowie naturlich vorkommen- 
de Mutationen. 



20 
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Patentanspriiche 

1- DNA-Sequenz, die eine DNA-Sequenz umfaftt, welche ausge- 
wahlt ist unter f 

(a) cler folgenden DNA-Sequenz: 

tccgagggcgcccgggcaggtgttctgccaactctgagctgggctggacacgcaagaaatcc 
ttggttgagagggaacacctgaatcaggtgctgttggaaggagaacgttgttggctgggggc 
caaggttcgaagacccagagcttctccacagcatcacctctttggagtctaccccagcaggg 
ctgggaactacctaaggccctaccccgtgggggagcaagaaatccatcatacaggacgcagc 
aaaccagacactgaaggaaatgctgtgagccttgttcccccagacctgactgaaaatccagc 
aggactgaggggtgcagttgaagagccggctgccccatgggtaggggatagtcctattgggc 
aatctgagctgctgggagatgatgacgcttatctcggcaatcaaagatccaaggagtctcta 
ggtgaggccgggattcagaaaggctcagccatggctgccactactaccaccgccattttcac 
aaccctgaacgaacccaaaccagagacccaaaggaggggctgggccaagtccaggcagcgtc 
gccaagtgtggaagaggcgggcggaagatgggcagggagactccggtatctcttcacatttc 
caaccttggcccaagcattcccttaaacacagggtcaaaaagagtccaccggaggaaagcaa 
ccaaaatggtggagagggctcctaccgagaagcagagacctttaactcccaagtaggactgc 
ccatcttatacttctctgggaggcgggagcggctgctgctgcgtccagaagtgctggctgag 
attccccgggaggcgttcacagtggaagcctgggttaaaccggagggaggacagaacaaccc 
agccatcatcgcaggtgtgtttgataactgctcccacactgtcagtgacaaaggctgggccc 
tggggatccgctcagggaaggacaagggaaagcgggatgGtcgcttcttcttctccctctgc 
accgaccgcgtgaagaaagccaccatcttgattagccacagtcgctaccaaccaggcacatg 
gacGcatgtggcagccacttacgatggacggcacatggccctgtatgtggatggcactcagg 
. tggctagcagtctagaccagtctggtcccctgaacagccccttcatggcatcttgccgctct 
ttgctcctggggggagacagctctgaggatgggcactatttccgtggacacctgggcacact 
ggttttctggtcgaccgccctgccacaaagccattttcagcacagttctcagcattcaagtg 
aggaggaggaagcgactgacttggtcctgacagcgagctttgagcctgtgaacacagagtgg 
gttccctttagagatgagaagtacccacgacttgaggttctccagggctttgagccagagcc 
tgagattctgtcgcctttgcagcccccactctgtgggcaaacagtctgtgacaatgtggaat 
tgatctcccagtacaatggatactggccccttcggggagagaaggtgatacgctaceaggtg 
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gtgaacatctgtgatgatgagggcctaaaccccattgtgagtgaggagcagattcgtctgca 

gcacgaggcactgaatgaggccttcagccgctacaacatcagctggcagctgagcgtccacc 

aggtccacaattccaccctgcgacaccgggttgtgcttgtgaactgtgagcccagcaagatt 

ggcaatgaccattgtgaccccgagtgtgagcacccactcacaggctatgatgggggtgactg 

ccgcctgcagggGcgctgctactcctggaaccgcagggatgggctctgtcacgtggagtgta 

acaacatgctgaacgactttgacgacggagactgctgcgacccccaggtggctgatgtgcgc 

aagacctgctttgaccctgactcacccaagagggcatacatgagtgtgaaggagctgaagga 

ggccctgcagctgaacagtactcacttcctcaacatctactttgccagctcagtgcgggaag 

accttgcaggtgctgccacctggccttgggacaaggacgctgtcactcacctgggtggcatt 

gtcctcagcccagcatattatgggatgcctggccacaccgacaccatgatccatgaagtggg 

acatgttctgggactctaccatgtctttaaaggagtcagtgaaagagaatcctgcaatgacc 

cctgcaaggagacagtgccatccatggaaacgggagacctctgtgccgacaccgcccccact 

cccaagagtgagctgtgccgggaaccagagcccactagtgacacctgtggcttcactcgctt 

cccaggggctccgttcaccaactacatgagctacacggatgataactgcactgacaacttca 

ctcctaaccaagtggcccgaatgcattgctatttggacctagtctatcagcagtggactgaa 

agcagaaagcccacccccacccccattccacctatggtcatcggacagaccaacaagtccct 

cactatccactggctgcctcctattagtggagttgtatatgacagggcctcaggcagcttgt 

gtggcgcttgcactgaagatgggacctttcgtcagtatgtgcacacagcttcctcccggcgg 

gtgtgtgactcctcaggttattggaccccagaggaggctgtggggGctcctgatgtggatca 

* 

gccctgcgagccaagcttacaggcctggagccctgaggtccacctgtaccacatgaacatga 
cggtcccctgccccacagaaggctgtagcttggagctgctcttccaacacccggtccaagcc 
ga'caccctcaccctgtgggtcacttccttcttcatggagtcctcgcaggtcctctttgacac 
agagatcttgctggaaaacaaggagtcagtgcacctgggccccttagacactttctgtgaca 
tcccactcaccatcaaactgcacgtggatgggaaggtgtcgggggtgaaagtctacaccttt 
gatgagaggatagagattgatgcagcactcctgacttctcagccccacagtcccttgtgctc 
tggctgcagfgcctgtgaggtaccaggttctccgcgatcccccatttgccagtggtttgcccg 
tggtggtgacacattctcacaggaagttcacggacgtggaggtcacacctggacagatgtat 
cagtaccaagttctagctgaagctggaggagaactgggagaagcttcgcctcctctgaacca 
cattcatggagctccttattgtggagatgggaaggtgtcagagagactgggagaagagtgtg 
atgatggagaccttgtgagcggagatggctgctccaaggtgtgtgagctggaggaaggtttc 
aactgtgtaggagagccaagcctttgctacatgtatgagggagatggcatatgtgaaccttt 
tgagagaaaaaccagcattgtagactgtggcatctacactcccaaaggatacttggatcaat 
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gggctacccgggcttactcctctcatgaagacaagaagaagtgtcctgtttccttggtaact 

ggagaacctcattccctaatttgcacatcataccatccagatttacccaaccaccgtcccct 

aactggctggtttccctgtgttgccagtgaaaatgaaactcaggatgacaggagtgaacagc 

cagaaggtagcctgaagaaagaggatgaggtttggctcaaagtgtgtttcaatagaccagga 

gaggccagagcaatttttatttttttgacaactgatggcctagttcccggagagcatcagca 

gccgacagtgactctctacctgaccgatgtccgtggaagcaaccactctcttggaacctatg 

gaetgtcatgccagcataatccactgattatcaatgtgacccatcaccagaatgtccttttc 

caccataccacctcagtgctgccgaatttctcatccccacgggtcggcatctcagctgtggc 

tctaaggacatcctcccgcattggtctttcggctcccagtaactgcatctcagaggacgagg 

ggcagaatcatcagggacagagctgtatccatcggccctgtgggaagcaggacagctgtccg 

tcattgctgcttgatcatgctgatgtggtgaactgtacctctataggcccaggtctcatgaa 

gtgtgctatcacttgtcaaaggggatttgcccttcaggccagcagtgggcagtacatcaggc 

ccatgcagaaggaaattctgctcacatgttcttctgggcactgggaccagaatgtgagctgc 

cttcccgtggactgcggtgttcccgacccgtctttggtgaactatgcaaacttctcctgctc 

agagggaaccaaatttctgaaacgctgctcaatctcttgtgtcccaccagccaagctgcaag 

gactgagcccatggctgacatgtcttgaagatggtctctggtctctccctgaagtctactgc 

aagttggagtgtgatgctccccctattattctgaatgccaacttgctcctgcctcactgcct 

ccaggacaaccacgacgtgggcaccatctgcaaatatgaatgcaaaccagggtactatgtgg 

cagaaagtgcagagggtaaagtcaggaacaagctcctgaagatacaatgcctggaaggtgga - 

atctgggagcaaggcagctgcattcctgtggtgtgtgagccaccccctcctgtgtttgaagg 

catgtatgaatgtaccaatggcttcagcctggacagccagtgtgtgctcaactgtaaccagg 

aacgtgaaaagcttcccatcctctgcactaaagagggcctgtggacccaggagtttaagttg 

tgtgagaatctgcaaggagaatgcccaccacccccctcagagctgaattctgtggagtacaa 

atgtgaacaaggatatgggattggtgcagtgtgttccccattgtgtgtaatcccccccagtg 

accccgtgatgctacctgagaatatcactgctgacactctggagcactggatggaacctgtc 

aaagtccagagcattgtgtgcactggccggcgtcaatggcacccagaccccgtcttagtcca 

ctgcatccagtcatgtgagcccttccaagcaaatggttggtgtgacactatcaacaaccgag 

cctactgccactatgacgggggagactgctgctcttccacactctcctccaagaaggtcatt 

ccatttgctgctgactgtgacctggatgagtgcacctgccgggaccccaaggcagaagaaaa 

tcagtaactgtgggaacaagcccctccctccactgcctcagaggcagtaagaaagagaggcc 

gacccaggaggaaacaaagggtgaatgaagaagaacaatcatgaaatggaagaaggaggaag 

agcatgaaggatcttataagaaatgcaagaggatattgataggtgtgaactagttcatcaag 
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tagcccaagtaggagagaatcataggcaaaagtttctttaaagtggcagttgattaacatgg 
aaggggaaatatgatagatatataaggaccctccacctgcccgggcggccgctc 

oder der em komplementaren Strang , 

(b) DNA-Sequenzen, die unter stringenten Bedingungen an Pro- 
teine kodierende Bereiche einer DNA-Sequenz nach (a) oder an; 
Fragmente einer derartigen DNA-Sequenz hybridisieren, 

(c) DNA-Sequenzen, die aufgrund einer Degeneration des ge- 
netischen Codes an DNA-Sequenzen nach (a) oder (b) hy- 
bridisieren, 

(d) allelen Variationen und Mutationen, die sich durch Sub- 
stitution, Insertion oder Deletion, von einzelnen oder mehre- 
ren Nucleotiden oder Inversion von einzelnen oder mehreren 
Nucleotidteilsequenzen der DNA-Sequenzen nach (a) bis (c) er- 
geben, wobei die Variationen und Mutanten isof unktionelle Ex- 
pressionsprodukte kodieren . 

2. Rekombinierter Expressionsvektor , der - eine DNA-Sequenz 
nach Anspruch 1 enthalt. 

3. Prokaryotische oder eukaryotische Zelle, die mit einer 
DNA-Sequenz nach Anspruch 1 oder einem rekombinierten Expres- 
sionsvektor nach Anspruch 2 transf ormiert oder transfiziert 
ist. 

4. Expressions- oder Teilexpressionsprodukt einer DNA- 
Sequenz nach Anspruch 1 oder eines rekombinierten Expres- 
sionsvektors nach Anspruch 2. 
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5. Verfahren. zur Herstellung eines Expressions- Oder 
Teilexpressionsproduktes hach Anspruch 4, bei dem eine Zelle 

* * • 

nach Anspruch 3 in einem . geeigneten Kulturmedium kultiviert 
und das Expressions- oder Teilexpressionsprodukt aus den Zel- 
len und/oder dem Kulturmedium isoliert wird. 



6. Aminosauresequenz, die eine Aminosauresequenz umfafit, 
welche ausgewahlt ist unter. 



(a) der folgenden Aminosauresequenz: 



MAATTTTAIFTTLNEPKPETQR -61 

RGWAKSRQRRQWKRRAEDGQGDSGI-SSHFQPWPKHSLKHRVKKSFPEESNQNGGEGSYR -1 

EAETFNSQVGLPILYFSGRRERLLLRPEVIiAEIPREAFTVEAWVKPEGGQNNPAIIAGVF 60 

DNCSHTVSDKGWALGIRSGKDKGKRDARFFFSLCTDRVKKATIIilSHSRYQPGTWTHVAA 120. 

TYDGRHMALYVDGTQVASSLDQSGPLNSPFMASCRSLLLGGDSSEDGHYFRGHLGTLVFW 180 

STALPQSHFQHSSQHSSEEEEATDLVLTAS FEPVNTEWVPFRDEKYPRLEVLQGFEPEPE 240 

ILSPLQPPLCGQTVCDNVELISQYNGYWPLRGEKVIRYQVVNICDDEGLNPIVSEEQIRL 300 

QHEALNEAFSRYNISWQLSVHQVHNSTLRHRWLVNCEPSKIGNDHCDPECEHPLTGYDG 3 60 

GDCRLQGRCYSWNRRDGLCHVECNNMLNDFDDGDCCDPQVADVRKTCFDPDSPKRAYMSV 4 20 

KELKEALQLNSTHFLNIYFASSVREDLAGAATWPWDKDAVTHLGGIVLSPAYYGMPGHTD 4 80 

TMIHEVGHVLGLYHVFKGVSERESCNDPCKETVPSMETGDLCADTAPTPKSELCREPEPT 540 

SDTCGFTRFPGAPFTNYMSYTDDNCTDNFTPNQVARMHCYLDLVYQQWTESRKPTPTPIP 600 

PMVIGQTNKSLTIHWLPPISGVVYDRASGSLCGACTEDGTFRQYVHTASSRRVCDSSGYW ' 660 

TPEEAVGPPDVDQPCEPSLQAWSPEVHLYHMNMTVPCPTEGCSLELLFQHPVQADTLTLW 720 

VTSFFMESSQVLFDTEILLENPCESVHLGPLDTFCDIPLTIKLHVDGKVSGVKVYTFDERI 780. 

EIDAALLTSQPHSPLCSGCRPVRYQVLRDPPFASGLPVWTHSHRKFTDVEVTPGQMYQY 840 

QVLAEAGGELGEASPPLNHIHGAPYCGDGKVSERLGEECDDGDIiVSGDGCSKVCELEEGF 900 

NCVGEPSLCYMYEGDGICEPFERKTSIVDCGIYTPKGYLDQWATFtAYSSHEDKKKCPVSL 960 

VTGEPHSLICTSYHPDLPNHRPLTGWFPCVASENETQDDRSEQPEGSLKKEDEVWLKVCF 1020 

NRPGEARAIFIFLTTDGLVPGEHQQPTVTLYLTDVRGSNHSLGTYGLSCQHNPLIINVTH 1080 

HQNVLFHHTTSVLPNFSSPRVGISAVALRTSSRIGLSAPSNCISEDEGQNHQGQSCIHRP 1140 

CGKQDSCPSLLLDHADVVNCTSIGPGLMKCAITCQRGFALQASSGQYIRPMQKEILLTCS 1200 

SGHWDQNVSCLPVDCGVPDPSLVNYANFSCSEGTKFLKRCSISCVPPAKLQGLSPWLTCL 12 60 

EDGLWSLPEVYCKLECDAPPIILNANLLLPHCLQDNHDVGTICKYECKPGYYVAESAEGK 1320 

VRNKLLKIQCLEGGIWEQGSCIPWCEPPPPVFEGMYECTNGFSLDSQCVLNCNQEREKL 1380 

PILCTKEGLWTQEFKLCENLQGECPPPPSELNSVEYKCEQGYGIGAVCSPLCVIPPSDPV 14 40 

MLPENITADTLEHWMEPVKVQSIVCTGRRQWHPDPVLVHCIQSCEPFQANGWCDTINNRA 1500 
YCHYDGGDCqSSTLSSKKVIPFAADCDLDECTCRDPECAEENQ 



(b) einer Aminosauresequenz, bei der es sich urn eine allele 
isofunktionelle Variante der in (a) definierten Aminosaurese- 
quenz handelt, 
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(c) einer Mutante der in (a) ocier (b) definierten 
Aminosauresequenz, bei der ein oder mehrere Aminosaurerest (e) 
deletiert und/oder ersetzt und/oder insertiert und/oder eine 
oder mehrere Aminosaureteilsequenz (en) invertiert ist/sind 
und welche isof unktionell ist, 

(d) einer Aminosauresequenz, an deren C-Terminus und/oder N- 
Terminus eine Aminosauresequenz fusioniert ist, wobei das 
sich ergebende Fusionsprotein isof unktionell ist und/oder die 
zusatzlichen C-terminalen oder N-terminalen Minosauresequen- 
zen leicht abgespalten werden konnen. 

1\~ PolyklonaTer oder monoklonaler Antikorper, der gegen ein 
Expressionsprodukt oder eine Aminosauresequenz nach einem der* 
vorherigen Anspruche gerichtet ist. 

8. Verwendung einer DNA-Sequenz oder eines Expressionspro- 
duktes oder einer Aminosauresequenz oder eines Antikorpers 
nach einem der vorherigen Anspruche in einem Assay zur human- 
genetischen Diagnostik. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, wobei der Assay zum Nachweis 
von Trisomie 13, 18, 21 oder 22 dient. 

10. Kit zur Verwendung in einem Assay zur humangenetischen 
Diagnostik, der eine DNA-Sequenz oder ein Expressionsprodukt 
oder eine Aminosauresequenz oder einen Antikorper nach einem 
der vorherigen Anspriiche enthalt. 
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11. Kit nach Anspruch 10, wofaei der Assay zum Nachweis von 
Trisomie 13, 18, 21 oder 22 dient. 

12. Verwendung einer DNA-Sequenz oder eines Expressionspro- 
duktes oder einer Aminosauresequenz nach einem der vorherigen 
Anspriiche in einem Assay zum Auffinden von Antagonisten gegen 
PAPP-E. 
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- tccgagggegcccaggcaggcgctctgccaactctgagctgggctggacacgcaagaaacccctsgctgagagggaacacccgaatcaggtgctgt tggaaggagaacc; - i * ; 
• < '- 3 "gttggctgggggccaaggrtcgaacacccagagcttctccacagcatcacctctttggagtctaccccagcagggctgggaactaeccaaggecctaccccgtgggggagcaagaaat; ■ l 
caccacacaggacgcagcaaaccagacaccgaaggaaacgctgtgagccctgcccccccagacctgaccgaaaatccagcaggactgaggggtgcagttgaagagccggctgccccarga -Hi 



H 3 g-aggggatagccctatcgagcaatctgagctgctgggagatgatgacgcttatcccggcaaccaaagacccaaggag^ctctaggtgaggccgggatccagaaaggctcagccatggr- 



3-1 
* » » * 



s- 1 



- C . 



J 1 



MA -51 



• «4 0 gccaccaccaccaccgccacccccacaaccccgaacgaacccaaaccagagacccaaaggaggggccgggccaagcccaggcagcgccgccaagtgtggaagaogcgggcggaagacagg 
•50 ATrrrAlFTr£tfBPiCP£3 1 O«ACHAKffjlOilA01'tfxjijlA£0~S 

■ j cagggagaccecggtaccccccca=arccccaaccccggeccaageocccccccaaacacagggtcaaaaagagtccaccggaggaaagcaaccaaoatggtggagagggctccracc=a 
•40 QCDSCISSHF QPNPKHSLXHRVKK SPPEESNQNGGEGS YP. -I 



gaagcagagacccccaacccccaag:aggaccgcccatcc:acacctccct:gggaggcgggagcggctgctgctgcgcccagaagtgccggctgagacc?cccgggaggcgccca;ag^5 
EABTPNS0V.6LPX LYFSGRRSRLLLRPEVLAEI P R E A F T V 



12 7 
40 



121 gaagcctgggtraaaecggagggaegacagaacaacccagccaccatcgcaggegcgcctgaeaaetigcccccacactgtcagcgacaaaggctgggccccggggacccgcccagggaag 2-iO 
41 EAWVKPEGGQNNPAI IAGVFDNCSHTV S DKGHALGI RSCK 80 



3i! 



:<l gacaagggaaagcgggacgcccgcccczccccccccccccgcaccgaccgcgcgaagaaagccaccaccctgactagccacagccgctaccaaccaggcacacggacccacg^gscagc; 
ei dkckrdarffpslctdrvkkatx lishsryqpgtwthv'aa U3 



Kl actt *cgatggacggcacat3g=ectgcacgcggacggcactcaggtggctagcagtctagaccagtctggtcccctgftacagccccctcatggcatcctgccgctctttgctcciS"3 
*.21 TYDGRKMAL Y V D-GTQVA5S L D 0 S.GPLHS P PHASCRS L L L "5 



433 
15 5 



451 gsagacagccccgaggacgggcaccatttccgtggacacctgggcacactgsctccccggccgaccgccctgccacaaagccattttcagcacagtteccagcattcaagtgaggaggag € ;o 

;«l CDSSEDCHY FRGHLGTLVFWSTAlipQSH FQ -H3SQHS S E E E 133 

6C1 gaagcgactgacccggccccgacagcgagetttgageccgcgaaeaeagagcgggtcccccttagagacgagaagtacccacgacccgaggtcccccagggccticgagccacaacctcag 720 

2ci eatdlvltasfepvntewvpfrdejcyprlevlqgfep"e"?"s 2^ 



"21 a-Cccgtcgcccccscagcccccaccccgcgggcaaacagtctgtgacaatgtggaaccgaccccccagtacaacggat»ctggccccttcggggagagaaggtgatacgctaccags-3 
141 I LSPLQ P PLCGQTVC DHVB 1*1 fi QYHGYH PLRGE KVI R Y Q V 



S<0 
210 



Sil g^gaacacccgtgatgacgagggcccaaaccccatcgt;gagcgaggagcagattcgcctgcagcacgaggcactgaacgaggccctcagccgctacaacatcagctggcagctgaccg''s Sio 
_V_ N I C -D D -E-G L N P - 1 -V-S -E E Q -- I- R L O R E" A~ L E AT F~ S" R~ Y~ N ~I S H Q L S V 320 



551 caccaggtccacaatcccaccctgcsacaccgggttgtgcttgtgaactgtgagcccagcaagattggcaatgaccattgcgaceccgagtgtgagcacccacccacaggctasoatasg 
311 HQVHMSTLRHR VVLVNCEP SKI GNDHCD PEC EH PLTGY*d"g 



1029 
• 350 



cgcgaccgccgectgcagggccg^tgctactcctggaaccgcagggatgggctctgccacgcggagtgcaacaacacgccgaacgaccccgacgacggagaccgccgcgacccceagsrg 12 CO 



351-GDCRLOGRC y s wnrrdgx.chve-cnnmx.ndfd dg dcc d pov 



4C0 



gccgatgcgcgcaagacccgcctcgaccccgactcacccaagagggcacacacgagtgcgaaggagctgaaggaggccctgcagctgaacagtactcacttececaacacctaccttocs 1220 

4 3i advrxtcfdpdspkrayhsvkelkealqlnsthflnxyf'a 4;o 

1*21 agctcagtgcgggaagaccctgcaggtgccgccacctggccttgggacaaggacgccgccactcacctgggtggcaccgtccccagcccagcatattacgggacgcccggccaraffcsar 14 4 3 

441 SSVREDLAGAATWPWDK DAVTHLCCIVLSPAYYGMPGKT S 430 

1-i 41 accatgatccacgaagtgggacacgcccCfiggactctaccacgnctttaaaggagtcagtgaaagagaatcctgcaatgacccctgcaaggagacagtgccatccatggaaacscgaga: 1355 

-;s: tmikevghvlglyhvfkgvsereschopcketvpshe t"g 2 5:0 

;ssi C5ccgtgccgacaccgcccceacccccaag_Bgtgagctgtgcc^ggaaccagagcccaccagtgacacctgcggccccacccgcttcccaggggccccgttcaccaaccacatgas=^a= 16= 5 

LCADTAPTPKSELCREPEPTSDTCCFTRFPCAFFTNYMSY 550 

It 31 acggatgataaecgcactgacaacctcactcctaaccaagtggcccgaatgcattgccatttggacctagtctatcagcagcggactgaaagcagaaagcccacccccacccccattcca 12 3 3 

551 TDDNCTDNFT PNQVARMHCYl*DI*VYQQWTES RKPTP T PIP eCO 



cccacggccaccggacagaccaacaagtccctcaccatccaccggctgcctcccattagcggagttgtatatgacagggectcaggcagcttgtgtggegcttgcactgaagacggcarr i?20 

FMVXGQTNKSLTXHWLPPXfiGVVYDRAGGSXtCGACTBDGT 643 

tttcgccagtatgtgcacacagcccccccccggcgggcgtgtgactcctcaggctactggaccccagaggaggctgcggggcctcctgatgtggatcagccctgcgagccaagcttaras i;;o 

FRQYVHTASSRRVCDSSCYHT PEEAVGPPDVDOPCEPSLC fr3 



9«tggagccctgaggtcc&cctgca=cacacgaacatgacggtcccctsccecacag 2: 



t = 1 AWSPEVHLYHMNHTVPCPTEGCSLELLFOHPVQADTLT 



9 .• 
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grcactccctectccatggagtcctcgcaagtcctctttgacacagagatcttgctggaaaacaaggagccagtgcacctggoccccccagacacttcccgtgacatcccacc caeca-; 22 SO 
VTSFFMESSQVLP DTEIL LENKESV H LGP.LDTFC DI P L T .X 75 3 



oaactgcacgtggacgggaaggrg-cgggggtgaaagtccacaccctcgatgagaggacagagattgacgcagcactcccsacttcteagecccacagtccectgtgctctgcctocagg 
KLHVDGXVSCVKVYTF0ERI EIDAALLT3QPHSPLCSGCR 



24 30 
3C3 



cccgcgaggcaccaggcterccgceatcccccattcgecagtggcttgcccgcggcggtgacacattctcacaggaagcccacggacgtggaggccacaectggacagatgcatcagraz 2S:o 

!:i PVR YOVLRDP P.FASGLPVVVTHSHR KFTDVE. VTPC0MY0Y 6; 5 

:f II caagtcccagccgaagccggaagagaactgggagaagcctcgcctcctctgaaccacattcatggagctccttactgtggagatgggaaggtgtcagagagactgggagaagagtg^cat 26 4 3 

541 Q V X. A .E A G G E L G E A S P PI*. N H I H G A P YCGO GKVS E RLG E Sc"s S33 

9 at 99 a 9 acct *gcgagcggaga=ggcc3ccccaaggtgtgtgagccgga3gaaggcstcaacxgcgcaggagagccaagcccccgccacatgtacgagggagacggcacargtcaac^ 27; J 

5fl OGDLV SGDGCSKVCELESGFJJCVCEPSLCYMYBCDClc"s? 9Z0 



cccgagagaaaaaccagcartgcagactgrggcatctacacccccaaaggatactcggaccaacgggctacccgggcttactcctcccacgaagacaagaagaagcgccccgcctcccrg 25 5 0 
FERKTS I VDCG IYTPKGYLDQHATRAYSSHEDKKKCPVSL 950 
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28 SI graactasasaicexcattccctaatttgcacaccataccacccagacttatccaoccaccgtcccccaactggctggtttccccgtgttgccagcgaaaatgaaacccagcatgicaog 33-:-0 

961 VTCE PHSL ICT S YHPDLPNHRPLTCWFPCVA SE,NETQDDR 1000 

3001 agcgaacagccagaag^cagcctgaagaaagaggatgaggcciggcccaaagcgtgtcccaatagaccaggagaggccagagcaatttccactttc-cgacaactgatggcctagttccc 3120 

1001 S EQPE CSLK KED EVWLKVCFHRPGEARAX F I FbTTD'GbVP 10O 

31 21 goagagcatcaasagccgacagtgactctccacctgaccgatgtccgcggaagcaaccactctcttggaacccotggactgccatgccagcot aatccQctgactatcaatgt3accco£ 324 0 

1D41 GEHQ QPTVTLYLTDVRCSNHSLCTYCLSCQHtlPLIIWVTH ICED 

3:J1 caccagaa-grccctctccaccacaccaccccagcgccgccgaatttctcacccccacgggtcggcatctcagctgtggctctaaggacatccccccgcactggtctttcggeccccagt 3 3*0 

1061 HQWVI,rHH TTSVLPMFSSPRVCISAVALRTSSRIGLSAPS 1113 

: 2 c 1 aaczgcazctctcagcacgaggsscocaaccatcagggacagagccgtacccaccggccctgtgggaagcaggacagctgtccgtcantgccgcccgaccacgctgatgtggcgaacigc 3«20 

1151 H C 1 SEDEGQNHQGQ SCI HRPCGKQDSCP SLLLDHADVVNC 1IS0 

24 s 1 arccccaiaggcccaggccccatgaagtgtgccatcacctgccaaaggggattcgccccteaggccagcagtgggcagtaeaccaggcccatgcasaaggaaactctgctcacatgctcc 3 6 30 

i;61 TSIGPGl*MKCAITCQRGFALQASSGQYIRPMOK£XLLTCS 12C0 

2 691 tctcggcactasgaccagaacgcgagccgccctcccgLggaccgcggcgcteccgacccgtccccggcgaaccatgcaaacccctcccgctcagagggaaccaaattcctgaaacgctgc 372 0 
1201 SCHWDQNVSCLFVDCCVPDPS LVNYAHFSCSECTKFLKRC 1=40 

3721 ccaawc=cctgz3=cccaccagccaagctgcaaggactgagcccacgg«gacacgccttgaagatggcctctggtccccccctgaagtctaccgcaagttggagtgcgacgctccccct 33 iO 

1241 S ISCVPPAKLQGLS PWLTCLBDGLH5LPEVYCK LECDAPP 1220 

3S41 attacrxtgaatgccaacccgctcctsccccactgcccccasgacaaccacgacg&gggcaccatccscaaatatgaatgcaaaccagggtaccacgcggcagaaagtgcagagggtaaa 2SS3 

1281 I ILKAKLLLPHCLQONHDVGTrCKYECKPCYYVAESAECK 13 25 

3 551 grcaggaacaagcccccgaagacacaatgcccggaaggtggaatctgggagcaaggcagccgcacccccgtggcgcgcgagccaccccctcctgcgcctgaaggcatgcatgaatgracc 4 22 3 
1321 VRNKLLKI Q C L E G G IWEQGSC t P V VCEP P P PV F EGKYECT 1250 

4 091 aatggctccagrccggacagccagtgcgtgctcaaccgtaaccaggaacgcgaaaagcttcccatcctcegcactaaagagggcctgtggacccaggagcttaagctgcgcgagaatccg 42C0 
1351 S CFSLDSQCVLHCNQEREKLPrLCTKEGLWTQEFKLCENL 1430 

4 201 caagoagaatgcecaccaccccccccagagccgaacccrgcggagtacaaacgtgaacaaggatatgggattggcgcagcgtgcnccccattgtgtgcaotcccccccagcgaccccgtg 4 32 3 

1401 QG ECPPP PS ELMS V EYKCEQGYG IGAVC5 PLCV I PPSD PV HO 

4321 acgccacctgagaacaccaccgctgacactctggagcactggatggaacccgccaaagtccagagcatcgtgtgcaccggccggcgtcaatggcaeccagaccccgtctcagcccactsc 444 0 

- 1441 - H- L P E U -1— T- A" D T 1* E H W E P V K "V Q 9 1 V ~C T " G R R Q H H ? D P V l/ V H C 1430 

4441 acccagtcatg-gogcccccccaagcaaatggttggtgtgacactatcaacaaccgogcccacCgccactatgacgggggagaccgctgctcttccacnctctcctccaagaaggccai:c 4 55 0 

1481 IQ5 CEPFQANGWCDTINNRAYCHYDGGDCCSSTLSSKKVI 1520 

4 561 ccactcgctgctgactgtgacccggacgagtgcacctgccgggaccccaaggcagaagaaaatcagtaactgcgggaacaascccctccctccaccgcctcagaggcagtaagaaagaga 453 5 

1521 PFAADCDLDECTCRDPKAEENQ Scop 

4 681 ggccgacccaggaggaaa'coaagggcgaatgaagaagaacaaccacgoaBCggattgaBggaggaagagcatgaaggotcttBtaagaaatgcaagaggotottgatoggcgtgaaccagc 4 3 CO 

4301 ccaccaagtagcccaagcaggagagaaccataggcaaaagttccttcaaagtggcagtcgattaacatggaaggggaaatatgatagatatataaggaccccccacctgcccgggcggcc 4520 

4S2i gccc j 



Abb. 1: cDNA und abgeleitete Proteinsequenz des humanen PAPP-E. 

Das potentielle PrSpropeptid ist kursiv, Start- und Stoppcodon sind fett gedruckt 
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Abb. 2: Vergleich der PAPP-E und PAPP-A Sequenzen und Motive. 

LNR: Lin-notch repeat; SCR: short consensus repeat; Zn 2 \*Zink-Bindungsste!le; 0: N-Giyko- 
sylierungsstelle; 0 :AnknupfungsstelIe fur Glykosaminoglykane. 
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Abb. 3: Vergleich der PAPP-A und PAPP-E Konsensussequenzen 
Die PAPP-A Motive entsprechen [Kristensen 1994], 
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Abb. 4: Nachweis der gewebsspezifischen Expression des PAPP-E. 
Chemilumineszenz-Detektion der Hybridisierung des biotinylierten PAPP-E cDNA- 
Fragmentes auf dem 75 Tissue Expression Array (Clontech). 
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Daten Vektor: 
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Abb. 5: ChromosomalaLokalisierung.des PAPP-E Gens. 

Der Daten Vektor fur das Radiation Hybrid Mapping (Genebridge 4 Panel), benachbarte 
Marker in Zentirad (cR) und die korrespondierende cytogenetische Lokalisierung sind an 
gegeben. 



